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                                                            Riassunto 
p53, codificato dal gene oncosoppressore TP53, è un fattore di trascrizione cruciale per la vita 
della cellula. 
La sua funzione principale è, infatti, quella di mantenere l’integrità del genoma in risposta a vari 
tipi di stress come, per esempio, danno al DNA o attivazione di oncogeni. 
La risposta allo stress si esplica tramite l’avvio di vari processi come arresto del ciclo cellulare, 
senescenza ed apoptosi, grazie alla regolazione, da parte di p53, di diversi geni coinvolti nei 
medesimi processi. A sua volta l’attività di p53 può essere influenzata da numerosi fattori come 
proteine regolatrici e piccole molecole. 
Lo scopo della tesi è quello di valutare l’effetto di metaboliti secondari vegetali, saggiati 
singolarmente e/o in combinazione con farmaci antitumorali, sul potenziale di transattivazione di 
p53 in Saccharomyces cerevisiae, utilizzando un saggio funzionale di luciferasi precedentemente 
sviluppato. 
Il saggio è stato messo a punto con lo scopo di valutare l’effetto delle sostanze sul potenziale di 
transattivazione di un TF potendo usufruire di numerosi vantaggi, quali: 
- Espressione variabile del TF  sotto il controllo del promotore inducibile GAL1,10 
- Presenza in singola copia di un Responsive Element del TF e di geni reporter di controllo 
- Miglior assorbimento e accumulo delle molecole in esame grazie alla presenza di 
trasportatori ABC modificati 
- Utilizzo di piccoli volumi per i trattamenti e il saggio funzionale 
- Possibilità di co-esprimere il TF con altri cofattori 
- Adattabilità a diversi TF così come p53 
- Applicabilità a diversi sistemi cellulari 
I metaboliti secondari testati, comunemente noti come saponine, sono stati estratti della pianta 
Astragalus verrucosus, in particolare in questo studio sono state saggiate frazioni contenenti 
diverse combinazioni di saponine e saponine singole quali Astraverrucina I, Astraverrucina III, 
Astraverrucina VI e Cicloaraloside D. Queste sostanze sono note per le loro proprietà farmaco-
terapiche tra cui riduzione del colesterolo, riduzione del rischio di cancro, attività antiossidante ed 
immuno-stimolante. Come farmaci antitumorali sono stati utilizzati due agenti chemioterapici, 
quali Mitomicina C e Doxorubicina,  sia singolarmente sia in combinazione con i suddetti 
metaboliti al fine di valutare un eventuale effetto delle saponine sull’azione del farmaco.  
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Dai risultati ottenuti si evince che le frazioni di saponine mostrano effetti inibitori significativi sulla 
transattivazione di p53, mentre se testate in combinazione con Mitomicina C e Doxorubicina 
esercitano un effetto di ripristino dell’attività di p53 quando paragonate all’azione singolare del 
farmaco. Le saponine singole allo stesso modo mostrano un significativo effetto inibitoro sul 
potenziale di transattivazione di p53 quando testate singolarmente mentre incrementano l’azione 
inibitoria dei farmaci quando usate in combinazione.  
L'effetto delle frazioni di saponine è stato saggiato anche sul potenziale di transattivazione di p53 
co-espressa con la proteina regolatrice MDM2, in grado di inibirne l'azione, al fine di verificare un 
comportamento simile a Nutlin, da parte delle medesime sostanze. Nutlin è, infatti, una molecola 
in grado di rompere il legame tra p53 e MDM2. Dai risultati è emerso che la maggior parte delle 
frazioni si comporta in modo simile a Nutlin, talvolta producendo un effetto maggiore. 
Infine si è verificato un eventuale effetto sull’espressione di p53 da parte delle sostanze 
utilizzando la tecnica del Western Blot. Nessuna sostanza ha mostrato di esercitare effetti 




















                                                  Abstract 
p53, codified by the oncosoppressor gene TP53, is a transcriptional factor crucial for the cell life. 
His main function is to maintain the genome integrity in response to various types of stress such 
as, for example, DNA damage or activation of oncogenes. 
The stress response of p53 is performed trough various processes such as cell cycle arrest, 
senescence and apoptosis, due to the regulation of several genes involved in the same processes. 
In turn, p53 activity can be affected by numerous factors such as regulatory proteins and small 
molecules. 
The aim of this project is to test several plant secondary metabolites, alone or in combination with 
anticancer drugs, for their potential to modulate p53 transactivation potential in Saccharomyces 
cerevisiae using a previously developed luciferase assay. 
The assay was developed with the aim of assessing the effect of the substances on the TF 
transactivation potential taking advantage of many benefits: 
− Variable expression of the TF under the tunable GAL1,10 promoter 
− Single copy, chromosomal TF-responsive element and control luminescence reporters 
− Enhanced chemical uptake using modified ABC-transporters 
− Small-volume formats for treatement and dual luciferase assay 
− Opportunity to co-espress the TF with other cofactor proteins 
− Adaptable to other proteins as well as p53 
The tested secondary metabolites, commonly known as saponins, were extracted from the plant 
Astragalus verrucosus, in particular in this study we tested fractions containing different 
combinations  of individual saponins and saponins alone such as Astraverrucina I, Astraverrucina 
III, Astraverrucina VI and Cicloaraloside D.  These substances are known for their therapeutic 
properties including lowering cholesterol, reducing cancer risk, antioxidant and immune-stimulant 
activities. As anticancer drugs we used Mitomycin C and Doxorubicin, which were tested in 
combination with the above mentioned metabolites in order to evaluate a possible effect of 
saponins on the action of the drugs. 
The results obtained show that the fractions of saponins exert significant inhibitory effects on p53 
transactivation potential, whereas when  tested with miomycin C and doxorubicin they exert a 
recovery of p53 activity when compared to the action of the single drug. In the same way the 
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saponins show a significant inhibitory effect on p53 transactivation potential when tested 
individually while they increase the inhibitory action of the drugs when used in combination. 
The fractions of saponins were also tested on p53 transactivation potential when co-espressed 
with the regulatory protein MDM2 which is able to inhibit its action, in order to verify a behaviour 
similar to Nutlin, a synthetic molecule able to break the p53-MDM2 link. The results showed that 
most of the fractions behaves similarly to Nutlin, sometimes producing a greater effect. 
Finally we tested if there was an effect on p53 expression by the same substances using Western 



























                                                                     1.Introduzione 
1.0 p53 
La proteina p53 è una fosfoproteina nucleare di circa 53 kDa codificata da un gene di 20-kb 
contenente 11 esoni e 10 introni, localizzato sul braccio corto del cromosoma 17 [1,2]. 
La proteina p53 wild-type contiene 393 amminoacidi ed è composta da diversi domini strutturali e 
funzionali: 
1. all’estremità ammino-terminale, un dominio di transattivazione (residui 1-42) ed una 
regione ricca di proline (residui 61-94) con copie multiple della sequenza PXXP (dove X è un 
qualsiasi amminoacido) [3,4]. 
2. all’estremità carbossi-terminale, un dominio di oligomerizzazione (residui 324-355), un 
dominio basico di tipo regolatorio (residui 363-393), una sequenza segnale di localizzazione 
nucleare e tre sequenze segnale di esporto nucleare [3,4]. 
3. un core centrale (residui 102-292) costituito dal dominio di legame al DNA [3,4]. 
 
In particolare il dominio di transattivazione è necessario non solo per l’attività di p53 ma anche per 
l’interazione con vari fattori trascrizionali, così come la regione ricca di proline. 
Il dominio di legame al DNA è richiesto per il legame sequenza specifico e la sequenza consenso 
contiene due copie di 10-bp del motivo 5’-PuPuPuC(A/T)-(T/A)GPyPyPy-3’ separati da 0-13 bp. 
Il dominio carbossi-terminale di tipo regolatorio effettua una regolazione negativa sul core 
centrale, infatti se l’interazione tra i due domini viene distrutta da modificazioni post-trascrizionali, 
come fosforilazione o acetilazione, il dominio di legame al DNA si attiva e ciò induce l’attività 
trascrizionale di p53 [4,5]. 
La proteina è stata identificata per la prima volta nel 1979. Diversi gruppi di ricerca, studiando gli 
antigeni tumorali derivati dal simian virus 40 (SV40), si accorsero della presenza di una proteina 
non virale di circa 53 kDa nel siero animale impiegato per immunoprecipitare l’antigene T-grande 
di SV40, e in particolare si resero conto che tale proteina era fisicamente complessata all’antigene 
stesso [6]. Ulteriori analisi dimostrarono che elevati livelli della proteina erano presenti non solo 
nelle cellule trasformate con SV40, ma anche in altri tipi di cellule cancerose, mentre si 
osservavano bassi livelli nelle cellule non-trasformate [6]. Oltre a ciò i cDNA di p53 erano in grado 
sia di aumentare le proprietà di trasformazione di determinate linee cellulari sia, soprattutto, di 
incrementare in vivo le proprietà tumorigeniche di cellule altrimenti prive di p53. Questi risultati 
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portarono quindi ad identificare erroneamente p53 come una proteina oncogenica, in grado di 
favorire una proliferazione cellulare di tipo neoplastico. 
Solo dieci anni dopo ci si rese conto che i risultati scoperti in precedenza erano dovuti ad una 
forma mutata della proteina p53 wild-type, che si può invece considerare come uno dei più 
potenti soppressori tumorali conosciuti e come una delle proteine principalmente coinvolte nel 
controllo dell’integrità genomica, tanto da meritarsi l’appello di “guardiano del genoma” [7].  
Lo svolgimento di queste attività fa si che le conseguenze della sua azione siano molteplici e 
comprendano regolazione del ciclo cellulare, induzione dell’apoptosi, senescenza cellulare, 
sviluppo e differenzazione, amplificazione genica, ricombinazione del DNA e segregazione 
cromosomica. 
In condizioni fisiologiche p53-wt è mantenuta a basse concentrazioni e la sua emivita è limitata a 
pochi minuti, grazie alla presenza della proteina MDM2 (murine double minute 2), regolatore 
chiave di p53. MDM2 inibisce l’attività di p53 sia legandosi al dominio di transattivazione così da 
bloccarne stericamente la funzione, sia agendo da ubiquitina ligasi E3 promuovendone 
l’ubiquitinazione e la conseguente degradazione proteasomica. Il legame di MDM2 a p53 avviene a 
livello dell’estremità ammino-terminale, inoltre MDM2 può reclutare la deacetilasi istonica 1 in 
modo da deacetilare residui di lisina dell’estremità carbossi-terminale di p53 rendendola 
disponibile all’ubiquitinazione [8,9,10]. 
In particolare tra p53 e MDM2 è presente un ciclo a feedback negativo, il gene Mdm2, infatti, è un 
target diretto di p53 stesso, in questo modo la proteina p53 regola il gene Mdm2 a livello di 
trascrizione e MDM2 regola p53 a livello funzionale [11]. 
Quando si genera una condizione di stress cellulare, come ad esempio un danno al DNA,  
l’interazione p53-MDM2 viene distrutta tramite varie modificazioni post-trascrizionali [12] e 
abolizione dell’attività di MDM2. La maggior parte di queste modificazioni si verificano a livello 
delle regioni ammino e carbossi-terminale, determinando stabilizzazione e accumulo di p53 nel 
nucleo [12,13]. La fosforilazione, mediata da varie chinasi come ATM/ARF, di residui di serina e 
treonina a livello delle regioni ammino e carbossi-terminale correla con la stabilizzazione della 
proteina e con l’incremento del legame al DNA sequenza-specifico. Ad esempio la fosforilazione 
dei residui Ser12, Thr18 e Ser20, localizzati al sito di legame a MDM2, favorisce la dissociazione 
della proteina stessa e la conseguente stabilizzazione di p53 [14]. 
L’altra modificazione, che favorisce a sua volta l’incremento dell’attività trascrizionale di p53, è 
l’acetilazione, che si verifica a livello dei residui di lisina localizzati tra il dominio regolatorio e 
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quello di oligomerizzazione della regione carbossi-terminale. La modificazione viene effettuata da 
due acetiltrasferasi istoniche p300 e CPB, la cui azione causa anche un aumento dell’attività di 
legame al DNA sequenza specifico, probabilmente a causa di modificazioni conformazionali 
[15,16]. Oltre a ciò l’acetilazione inibisce l’ubiquitinazione indotta da MDM2, infatti le due 
modificazioni si verificano a livello dello stesso sito nella regione carbossi-terminale di p53, 
suggerendo che entrambe competano per gli stessi residui [17].   
Acetilazione e fosforilazione sono inoltre correlate tra loro, per esempio in risposta a 
irraggiamento con radiazioni ionizzanti o con raggi UV, l’estremità ammino-terminale viene prima 
fosforilata ai residui Ser33 e Ser37 e ciò attiva l’acetilazione delle lisine 373, 382 e 320 da parte di 
p300 [18]. 
In seguito a queste modificazioni i livelli di p53 nella cellula aumentano e la proteina in base al tipo 
di stress presente può attivare numerosi geni legandosi a sequenze specifiche (responsive 
elements) delle regioni regolatorie. Tra le varie risposte cellulari indotte da p53, le più degne di 
nota sono l’arresto del ciclo cellulare e l’apoptosi, in quanto direttamente collegate con la sua 
funzione di soppressore tumorale, prevenendo infatti una crescita cellulare incontrollata. 
L’arresto del ciclo cellulare può avvenire nelle fasi G1, G2 e S e permette alla cellula di riparare il 
danno genomico prima di entrare nelle fasi critiche di sintesi del DNA e mitosi [19]. Il principale 
mediatore dell’arresto del ciclo cellulare in fase G1 in seguito a danno al DNA è la proteina p21. A 
causa del legame di p53 al suo responsive element i livelli di p21 aumentano e la proteina attivata 
può andare a legare, tramite il motivo ZRXL, i complessi chinasi-ciclina dipendenti inibendone 
l’azione [20]. In particolare la sovraespressione di p21 inbisce la fosforilazione della proteina del 
retinoblastoma, mediata dal complesso ciclina E-CDK2, ed impedisce il rilascio del fattore E2F, 
necessario per indurre l’espressione dei geni coinvolti nell’entrata della cellula in fase S [21]. 
Oltre a p21, altre proteine con funzione simile vengono attivate da p53, come ad esempio GADD45 
e 14-3-3δ, che partecipano all’arresto in fase G2. GADD45 lega la chinasi CDC2 prevenendo la 
formazione del complesso ciclina B-CDC2, responsabile dell’attivazione del mitotic promoting 
factor e quindi dell’entrata in mitosi. La proteina scaffold 14-3-3δ, invece, separa fisicamente il 
complesso ciclina B-CDC2 dalle sue proteine target e ne determina la rimozione dal nucleo [22,23]. 
L’arresto del ciclo, come si è detto, è necessario affinchè la cellula, prima di replicare il DNA e 
dividersi, possa riparare il danno senza trasmetterlo alle cellule figlie. Se il danno non viene 
riparato si induce l’apoptosi, in modo da eliminare la cellula danneggiata. L’apoptosi è indotta da 
p53 tramite l’attivazione di svariati prodotti genici, che possono essere coinvolti sia nel pathway 
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intrinseco sia nel pathway estrinseco dell’apoptosi [24]. Il primo pathway è dominato dalle 
proteine della famiglia Bcl-2 [25,26], che si compone di tre classi: proteine anti-apoptotiche Bcl-2 e 
Bcl-X, proteine pro-apoptotiche Bax, Bak e Bcl-XI e proteine pro-apoptotiche BH3-only Bad, Noxa e 
Puma. In particolare nella regolazione di questo pathway i prodotti genici pro-apoptotici come 
Bax, Noxa e Puma si localizzano a livello mitocondriale e promuovono la perdita del potenziale di 
membrana mitocondriale e rilascio del citocromo C, favorendo la formazione del complesso 
apoptosomico con Apaf-1 e la caspasi 9 [24,25,26]. In condizioni fisiologiche le proteine pro-
apoptotiche Bax e Bak sono legate ed inibite dalle proteine anti-apoptotiche Bcl-2 e Bcl-X. Quando 
si innesca il segnale di morte cellulare programmata, p53 attiva le proteine pro-apoptotiche BH3-
only, che liberano Bax e Bak favorendone l’azione [24,26]. 
Nel pathway estrinseco invece p53 promuove l’apoptosi attivando i così detti recettori di morte  
come Fas/CD95, DR4 e DR5, localizzati sulla membrana plasmatica della cellula. Questi recettori, 
che sono anche in grado di inibire le IAPs (inibitori di proteine apoptotiche), una volta attivati 
determinano una cascata di eventi che termina con la fuoriuscita dal mitocondrio del citocromo C, 
mediante l’azione delle proteine Bax e Bak [27,28]. 
Entrambi i pathways sono importanti e si può asserire che il pathway intrinseco è principalmente  
utilizzato da p53 nell’indurre l’apoptosi, mentre il pathway estrinseco è utilizzato per aumentare la 
risposta apoptotica [29]. 
Oltre a questi principali pathways può essere attivata anche l’apoptosi dipendente dal reticolo 
endoplasmatico, indotta da p53 tramite attivazione della proteina Scotin, presente nel reticolo 
endoplasmatico e nella membrana nucleare [30]. 
Infine p53 è in grado di promuovere l’apoptosi con un meccanismo indipendente dalla trascrizione 
[24], in particolare nei mitocondri può legare direttamente le proteine Bcl-X/Bcl-2 per liberare Bak 
e facilitare i cambiamenti pro-apoptotici da esso indotti oppure può legarsi direttamente a Bak 
mitocondriale favorendone l’oligomerizzazione, che facilita il rilascio del citocromo C dopo la 
permeabilizzazione della membrana mitocondriale. Questi tipi di risposta sono molto rapidi e 
possono precedere la risposta di tipo trascrizionale, ma sono tessuto specifici, e sembrano limitati 
ai tessuti radiosensibili [31]. 
Sia l’arresto del ciclo cellulare, associato prevalentemente al mantenimento dell’integrità 
genomica, sia l’apoptosi, responsabile della soppressione della trasformazione maligna delle 
cellule, sono due eventi estremamente importanti per il mantenimento della salute della cellula, e 
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proprio per questo mutazioni a carico di p53 o del circuito da essa regolato risultano così deleteri 
per la salute della cellula e correlano con circa il 50% dei tumori [32]. 
La funzione di onco-soppressore di p53 può essere persa attraverso vari meccanismi, mutazioni 
che impediscono l’attivazione di p53, mutazioni sul gene stesso o mutazioni a carico dei mediatori 
posti a monte o a valle del circuito regolatorio di p53, per esempio mutazioni che causano 
sovraespressione di MDM2 o delezioni di co-fattori importanti, come il gene codificante ARF [32]. 
Le mutazioni a carico del gene di p53 possono determinare la totale mancanza della proteina wild- 
type con abolizione della sua funzione, favorendo instabilità genica e progressione tumorale. 
Tuttavia è stato dimostrato che la presenza della proteina mutata piuttosto che la completa 
mancanza della proteina wt conferisce un vantaggio selettivo all’evoluzione delle cellule tumorali, 
incrementando il loro potenziale tumorigenico sia in vitro sia in vivo [33] . A questo proposito si 
può parlare di “guadagno di funzione di p53 mutata”, che rende la proteina incapace di prevenire 
la crescita incontrollata e proteggere le cellule dalle alterazioni genomiche, facendole acquisire 
invece la capacità di promuovere la proliferazione cellulare e la sopravvivenza [34]. Per esempio, 
p53-wt è fondamentale per indurre l’apoptosi e inibire lo sviluppo tumorale, mentre alcune forme 
di p53 mutata possono sopprimere l’espressione del gene CD95, che codifica per un recettore di 
morte coinvolto nel pathway estrinseco dell’apoptosi [35]. 
La proteina p53 mutata, inoltre, mostra fosforilazioni e acetilazioni negli stessi siti che 
generalmente stabilizzano p53-wt, ciò contribuisce al suo accumulo nel nucleo dove può agire 
come oncoproteina, attivando trascrizionalmente i geni coinvolti nelle attività di crescita e 
sopravvivenza cellulare [4,33]. Alcune forme di p53 mutata sono anche in grado di legare i 
promotori dei classici geni targets di p53-wt come p21 o Mdm2, ma non legano i promotori di geni 
proapoptotici come Bax [36,37], di conseguenza in presenza di un danno possono determinare 
arresto del ciclo cellulare, ma non sono in grado di indurre l’apoptosi nel caso in cui il danno non  
venga riparato e possono perciò favorire l’evasione dall’apoptosi da parte delle cellule tumorali 
[36,37]. Ciò indica che la deficienza nella transattivazione della proteina p53 mutata si esplica solo 
per certi geni e non per altri, inoltre molti promotori attivati dalla forma mutata non contengono 
le stesse sequenze di legame riconosciute da p53-wt, suggerendo che p53 mutata abbia una 
propria specificità di legame al DNA, per cui regola la trascrizione attraverso dei responsive 
elements differenti da quelli di p53-wt [34]. 
Questo aspetto è dovuto principalmente al fatto che la maggior parte delle mutazioni che si 
verificano sono mutazioni missenso localizzate nella regione centrale del gene, che codifica per il 
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dominio centrale di legame al DNA della proteina [32]. Inoltre la presenza di singole sostituzioni 
amminoacidiche fa si che la maggior parte delle cellule tumorali siano in grado di mantenere la 
capacità di esprimere la forma mutata della proteina ad elevati livelli, in quanto spesso più stabile 
della forma wt [4]. L’elevata proporzione di mutazioni missenso, infine, suggerisce che p53 mutata 
probabilmente conferisce un vantaggio selettivo alle cellule che la esprimono rispetto a quelle che 
mancano di p53 o esprimono la forma wt [38]. 
Tutti questi aspetti confermano quindi l’importanza di p53 nel mantenere la salute delle cellule e 
nell’impedire la trasformazione in senso tumorigenico delle stesse e mette in evidenza come 
approfondire le conoscenze su p53, il suo circuito regolatorio e le sue mutazioni  sia fondamentale 
per la ricerca di nuove strategie chemioterapiche. Per esempio, dato che un’iperattività di MDM2 
mutata può inibire la funzione di p53-wt e favorire lo sviluppo di svariati tipi di cancro, si è pensato 
che inibire l’interazione tra p53-wt e MDM2 possa essere una potenziale strategia per uccidere in 
modo selettivo le cellule tumorali ripristinando la funzione di p53-wt [39]. A questo scopo sono 
state sviluppate una serie di piccole molecole inibitrici in grado di legare MDM2 e liberare p53. Tra 
queste la molecola Nutlin è in grado di legare MDM2 e bloccarne l’interazione con p53, così da 
favorire l’incremento della proteina libera e quindi dei suoi geni targets, con innesco dell’apoptosi 
[40]. 
Questo rappresenta solo un esempio delle strategie che possono essere messe a punto studiando 
p53, ma conferma l’importanza della ricerca a carico di questa proteina nel trattamento dei 
tumori, e permette di sottolineare l’importanza di ricercare nuove molecole che possano 
interagire direttamente con p53 o con altri membri del suo circuito regolatorio per migliorare 
l’efficacia dei trattamenti chemioterapici.  
 











Le saponine sono glicosidi tensioattivi presenti in natura, principalmente prodotti da piante, ma 
anche da organismi marini e batteri [41]. Sono costituite da una frazione zuccherina di solito 
contenente glucosio, galattosio, acido glucuronico, xilosio, ramnosio o metilpentosio legati 
glicosidicamente ad un aglicone idrofobico (sapogenina), che può essere triterpenoide (C30) o 
steroide (C27). L’aglicone può contenere uno o più legami insaturi C-C. La catena di oligosaccaride 
è generalmente attaccata in posizione C3 (monodesmosidico), ma molte saponine possono 
presentare uno zucchero addizionale in posizione C26 o C28 (bidesmosidico) [42].  
Le prime scoperte relative a queste sostanze riguardano il Panax ginseng e risalgono a più di 5000 
anni fa in Cina, dove da allora questa pianta ha preso posto nella medicina tradizionale cinese. 
Molteplici, infatti, erano le proprietà salutari attribuite a questi prodotti naturali, che venivano 
usati con successo per trattare reumatismi, insonnia, anemia e molti altri problemi. Proprio per 
questo motivo le saponine sono diventate oggetto di numerosi studi, che hanno contribuito a 
identificarne le numerose e benefiche proprietà biologiche. 
Uno dei principali effetti riscontrati in queste sostanze è la loro azione sulle membrane, per 
esempio molte saponine esplicano un’azione litica sulle membrane degli eritrociti grazie all’affinità 
della porzione agliconica con gli steroli di membrana, in particolare il colesterolo, con il quale 
formano complessi insolubili [43]. È stato dimostrato, infatti, che la quantità di glicosidi richiesti 
per la permealizzazione è molto più bassa per strati lipidici ricchi di colesterolo rispetto a 
membrane che ne sono prive [44]. I pori di membrana prodotti dalle saponine risultano più 
duraturi rispetto a quelli causati da altre sostanze come, per esempio, la vitamina A, e alcune 
membrane permangono permeabili anche a grosse molecole come la ferritina. In particolare le 
lesioni causate da queste sostanze sembrano essere delle aggregazioni, simili a micelle, di 
saponine e colesterolo, dove le molecole di saponine si organizzano a formare un anello con la 
loro porzione idrofobica combinata con il colesterolo, intorno al perimetro più esterno. Tuttavia vi 
sono anche casi più complessi in cui l’interazione delle saponine con il doppio strato lipidico è 
indipendente dalla presenza del colesterolo, in particolare quando sono glicosilate in maniera 
bidesmosidica [45].  
L’interazione delle saponine con le membrane correla con diversi effetti, come l’aumento della 
fluidità di membrana, a sua volta associato al controllo dell’attività di numerosi enzimi e alla 
regolazione del trasporto ionico. Per esempio le soia-saponine 1 e 3 si mostrano capaci di favorire 
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l’apertura dei canali al calcio voltaggio dipendenti, causando iperpolarizzazione di membrana, 
soppressione dell’attività elettrica e rilassamento della muscolatura liscia [46].  
Alcune saponine sono invece in grado di aumentare la permeabilità delle cellule della mucosa 
intestinale in vitro  facilitando la captazione di molecole altrimenti non assorbite [47]. 
L’interazione con il colesterolo è allo stesso modo importante, molti studi hanno mostrato infatti 
che varie saponine abbassano i livelli di colesterolo in vari animali compreso l’uomo, riducendo in 
particolare  i livelli di LDL e prevenendo l’ipercolesterolemia [48]. 
Fra i meccanismi di azione a questo proposito è stato suggerito anche un ritardo nell’assorbimento 
intestinale tramite inibizione della lipasi pancreatica [49]. 
Un’altra importante proprietà delle saponine è la loro abilità nel stimolare la difesa immunitaria 
cellulo-mediata ed accrescere la produzione di anticorpi, con il vantaggio di farlo già a basse dosi 
[50]. 
La saponina Quillaja, ad esempio, potenzia la produzione di anticorpi e induce una specifica 
risposta citotossica dei linfociti T [51]. In generale il meccanismo immuno-stimolante con cui 
agiscono le saponine ancora non è molto chiaro, ma si pensa che favoriscano la produzione di 
citochine, come le interleuchine e gli interferoni, che mediano gli effetti immuno-stimolanti. È 
probabile che esse interagiscano con l’antigene presente sulle cellule e l’incorporazione delle 
saponine nelle cellule o nelle membrane endosomiali esponga l’antigene incorporato alle proteasi 
citosoliche [52]. 
Questa attività immuno-stimolante sembra essere dovuta anche alle catene di zucchero, ai gruppi 
aldeidici e ai residui di acile recanti l’aglicone. In particolare si è visto che la loro azione cambia da 
saponina a saponina in base all’intero contesto strutturale in cui si trovano, dimostrando che tutta 
la giustapposizione dei gruppi funzionali idrofilici ed idrofobici, piuttosto che la struttura dei gruppi 
individuali, è l’elemento essenziale nel conferire questa proprietà immuno-stimolante [50]. 
Oltre a questi effetti stimolatori su specifici componenti immunitari, le saponine si mostrano 
anche capaci di prevenire alcune reazioni immunitarie non specifiche, come l’infiammazione e la 
proliferazione monocitaria [53,54]. 
Saponine triterpenoidi estratte da Acacia victoriae con i loro gruppi esteri e le catene 
monoterpeniche possono reagire con i residui di cisteina del fattore di trascrizione NF-kB 
modificandolo così da prevenire la sua normale funzione di indurre la risposta infiammatoria [54]. 
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Questa variabile azione delle saponine può indicare che gli effetti immuno-stimolatori delle stesse 
siano il risultato di targeting specifici su intermediari fisiologici piuttosto che il risultato di effetti 
non specifici sulla permeabilità della membrana cellulare. 
Altrettanto vari sono anche i meccanismi di azione con cui le saponine esplicano un’altra 
importante proprietà, la capacità di inibire in modo specifico la crescita di cellule cancerose. Il 
ginsenoside Rg3 esercita sulle cellule di carcinoma della prostata umano molteplici attività 
antiproliferative, tra cui arresto del ciclo cellulare in fase G1 e induzione dell’apoptosi [55]. 
L’arresto del ciclo cellulare alla transizione tra la fase G1 e la fase S è determinato anche da altre 
saponine, come il panaxidolo, in grado di incrementare inoltre i livelli di p21, pRb e pRb 
ipofosforilata in modo dose dipendente. In modo simile il panaxadiolo stimola induzione di p21 e 
quindi arresto del ciclo upregolando direttamente p53, così come altri ginsenosidi incrementano i 
livelli di p53 delle cellule cancerose durante la fase S, favorendo la cascata di eventi che porta al 
rilascio del citocromo C dal mitocondrio e conseguente inizio dell’apoptosi [56].  In particolare la 
morte cellulare programmata viene indotta principalmente da tutte le saponine stimolando il 
pathway che vede coinvolte la caspasi 9 e il citocromo C [57,58]. 
Questa azione citotossica specifica per le cellule tumorali sembra essere influenzata dalla struttura 
della porzione di zucchero delle saponine dopo che il core idrofobico di aglicone permette alla 
saponina di attraversare la membrana mitocondriale [59]. Tuttavia il rilascio del citocromo C non è 
causato dalla permeabilizzazione della membrana, ma da un’inibizione del pathway segnaletico 
della fosfaditilinositolo-3-chinasi o direttamente del complesso proteico, che è implicato nella 
disattivazione delle caspasi, coinvolte nell’apoptosi [57,60]. 
La prevenzione dello sviluppo maligno delle cellule da parte delle saponine può avvenire anche 
indirettamente riducendo lo stress ossidativo, molte infatti sono in grado di diminuire il formarsi di 
specie reattive dell’ossigeno. Riducono la formazione di H2O2 potenziando la sua scomposizione 
tramite attivazione della catalasi e/o della glutatione perossidasi oppure sopprimendone la 
produzione  tramite inibizione del pathway della fosfoditilinositolo-3-chinasi [54]. 
Saponine estratte dal ginseng, attraverso il legame al fattore di trascrizione AP2, sono specifici 
induttori del gene della superossido dismutasi, che codifica per uno dei maggiori enzimi 
antiossidanti [61]. 
L’effetto anti-cancer delle saponine viene esercitato specificamente anche a livello intestinale. Gli 
acidi biliari vengono metabolizzati dai microbi dell’intestino con formazione di acidi biliari 
secondari che possono essere implicati nello sviluppo del cancro al colon. Il legame delle saponine 
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agli acidi biliari intestinali può ridurre la disponibilità degli stessi per la popolazione microbica, così 
da diminuire la produzione di sostanze ad attività cancerosa nel colon [62]. 
Il glicoside Ederagenina estratto da Kalopanax pinctus può invece prevenire l’attivazione 
metabolica dell’aflatossina B-1 o eliminare l’intermedio elettrolitico capace di indurre mutazione, 
mentre saponine estratte dalla pianta di tè Camellia sinensis  esibiscono una considerevole attività 
gastroprottetiva e proteggono la mucosa gastrica dei ratti da lesioni indotte da etanolo [63].  
Le saponine sono in grado di garantire l’attività anti-cancer anche tramite inibizione 
dell’angiogenesi, processo, attraverso cui nuovi vasi sanguigni sono creati da strutture pre-
esistenti, e  utilizzato dalle cellule tumorali per garantirsi ossigeno e nutrimento durante le fasi di 
crescita e metastasi. I derivati del ginseng mostrano capacità di inibire la crescita tumorale 
influenzando la neovascolarizzazione e le proprietà angiogeniche di cellule endoteliali [64], in 
particolare il ginsenoside Rb1 inibisce la morfogenesi dei capillari intorno a queste cellule, 
regolando l’espressione del fattore antiangiogenico PEDF (pigment epithelium-derived factor) 
attraverso il recettore estrogenico α. Il ginsenoside Rg3 inibisce la proliferazione, la formazione dei 
tubi capillari e la chemioinvasione delle cellule endoteliali indotte dal fattore VEGF (vascular 
endothelial growth factor) e riduce la germinazione microvascolare e neovascolarizzazione indotte 
dal fattore FGF (fibroblast growth factor) [65]. 
Infine le saponine hanno un importante effetto antimetastatico. Le metastasi sono colonie 
tumorali diffuse che si creano a partire da cellule maligne, che si distaccano dal tumore originale e 
viaggiando attraverso il sangue, il sistema linfatico o il fluido spinale si localizzano in nuovi siti. 
Il processo fisiologico di migrazione cellulare viene favorito da alcuni enzimi capaci di degradare 
proteoliticamente la matrice extracellulare e le membrane basali, come in particolare le 
metalloproteasi 9 (MMP-9), proteine appartenenti a una famiglia di proteasi zinco-dipendenti, la 
cui espressione anomala facilita appunto il progredire della metastasi. Le saponine panaxadiolo e 
panaxatriolo sono in grado di downregolare le MMP-9 così da ridurre le capacità invasive di linee 
cellulari del fibrosarcoma umano [66]. 
È stato riportato che il ginsenoside Rb2 inibisce l’invasione nelle membrane basali di cellule del 
cancro endometriale tramite soppressione della via della MMP-2 [67], mentre il ginsenoside K è in 
grado di inibire la secrezione e l’espressione della MMP-9 in cellule di astroglioma e 
adenocarcinoma del colon [68].  
Alla luce di questi dati appare chiaro che le saponine, grazie alle loro molteplici proprietà, possano 
rappresentare un’importante risorsa per la prevenzione e la cura di numerose malattie ed è di 
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comune interesse comprendere ancora meglio i meccanismi con cui agiscono e l’influenza che  
esercitano sull’attività di fattori di trascrizione coinvolti nel mantenere la salute della cellula, come  
per esempio p53. 
 
 
1.2 Saggio funzionale di luciferasi nel sistema modello Saccharomyces cerevisiae 
Negli ultimi anni si è riscontrata l’efficacia di utilizzare saggi funzionali per misurare l’effetto di 
sostanze artificiali o naturali sulla transattivazione di fattori di trascrizione wild-type o mutati 
[69,70]. 
Recentemente Inga et al. ha sviluppato un saggio funzionale di luciferasi nel lievito Saccharomyces 
cerevisiae. Il saggio è stato sviluppato inizialmente per valutare le conseguenze sulla 
transattivazione di responsive elements (REs) target da parte di p53 in seguito a variazioni di 
amminoacidi nella regione di legame al DNA sequenza-specifico della proteina [71]. In questo caso 
venivano utilizzati ceppi di lievito isogenici contenenti differenti REs di p53 sotto il locus naturale 
ADE2. Un ceppo, yAFM-RE, portava come reporter il gene ADE2, in grado di determinare un 
cambio di colore delle colonie da rosso a rosa o bianco, mentre l’altro ceppo, yLFM-RE, portava il 
gene della luciferasi inserito al posto dell’ORF di ADE2. Per permettere l’espressione di p53 
entrambi i ceppi erano trasformati con il plasmide pLS89, che contiene il cDNA di p53 sotto il 
promotore inducibile GAL1,10 [72]. Quindi il saggio di transattivazione veniva svolto su piastre 
contenenti basse concentrazioni di adenina per permettere la rivelazione del colore usando tre 
differenti trasfomanti dello stesso ceppo yAFM-RE e modulando l’espressione di p53 con differenti 
concentrazioni di galattosio [72]. Le differenze nella capacità di transattivazione delle proteine p53 
mutate venivano valutate determinando la capacità di p53 mutata e wild-type di produrre un 
cambio di colore nelle colonie da rosso (no induzione) a rosa (media induzione) a bianco (forte 
induzione), quando differenti concentrazioni di galattosio erano aggiunte al mezzo contenente 
raffinosio [72,73]. Per verificare le risposte ottenute con questo sistema reporter, veniva 
quantificata anche l’attività ottenuta con la luciferasi, utilizzando le proteine estratte dai 
trasformanti [72]. 
Il saggio è stato poi ulteriormente modificato per investigare l’impatto di piccole molecole sul 
potenziale di transattivazione di p53-wt o sull’interazione funzionale tra p53-wt e cofattori. 
Innanzitutto il reporter ADE2 è stato sostituito con il più quantitativo reporter luminescente 
Firefly, ed è stato inserito un ulteriore reporter luminescente, Renilla, per la normalizzazione dei 
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dati. In particolare i due reporters sono stati inseriti come singole copie in due differenti loci 
cromosomici, rispettivamente il locus ADE2 e il locus PDR5. Mentre il promotore minimo cyc1 
controlla l’espressione costitutiva a bassi livelli di entrambi i reporters, l’espressione p53-
dipendente del reporter Firefly è ottenuta grazie all’inserimento di uno specifico RE di p53 a 
monte del promotore minimo [74,75]. 
Il saggio è stato inoltre miniutarizzato in modo da non richiedere l’estrazione delle proteine. In 
particolare le cellule in fase di crescita possono essere permealizzate per la captazione del 
substrato di luciferasi risospendendole in Passive Lysis Buffer, senza portare alla comparsa  di 
proteina solubile nella soluzione e con la possibilità di usare la densità ottica delle cellule in 
sospensione come prima normalizzazione dei dati [76]. Infine per rendere il saggio più adatto a 
testare differenti tipi di molecole, sono stati modificati i geni dei trasportatori ABC in modo da 
aumentare l’accumulo di piccole molecole. Nello specifico, è stata interrotta la cassetta di 
espressione per i geni PDR1 e PDR5, regolatori del sistema dei trasportatori ABC, in modo da 
rimpiazzare i geni wt con un costrutto chimerico in cui il dominio di legame al DNA di entrambi è 
fuso con un dominio di repressione trascrizionale [77,78]. 
In questo modo entrambi i geni chimerici garantiscono una migliore sensibilità ad una maggiore 
varietà di molecole e prodotti chimici. 
Tali modifiche hanno permesso quindi di ottenere un saggio che offre svariati vantaggi, quali: 
 
− Espressione variabile di p53 sotto il controllo del promotore inducibile GAL1,10. 
− Presenza in singola copia di un responsive element di p53 e di geni reporter di controllo. 
− Miglior assorbimento ed accumulo delle molecole in esame grazie alla presenza dei 
trasportatori ABC modificati. 
− Utilizzo di piccoli volumi per i trattamenti e il saggio funzionale. 
− Possibilità di co-esprimere p53 con altri cofattori. 
 
In conclusione il saggio permette di investigare l’impatto differenziale di piccole molecole su 
mutazioni di p53 associate a tumori così come sull’inattivazione di p53-wt e, a differenza di altri 
sistemi di screening di p53, può essere applicato a high-throughput screening di sostanze chimiche 
o prodotti naturali nei confronti di una matrice di fattori che possono influenzare il network di 
p53, compresi i livelli di proteina, le mutazioni, la natura dei REs e i livelli di proteine interagenti 
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con p53. Offre inoltre la possibilità di svolgere le suddette analisi su altri fattori di trascrizione e in 
altri sistemi cellulari [76]. 
 
 
1.3 Scopo della tesi 
Lo scopo del seguente progetto di tesi è stato quello di investigare l’effetto di metaboliti secondari 
sul potenziale di transattivazione della proteina p53 utilizzando un saggio funzionale di luciferasi 
nel sistema modello Saccharomyces cerevisiae. Poiché il lievito rappresenta un sistema cellulare 
privo del network regolatorio di p53, lo studio va considerato come un’analisi preliminare atta a 
valutare l’eventuale presenza di un effetto da parte di queste sostanze, in modo da porre le basi 
per un’ulteriore ricerca in sistemi cellulari superiori. I metaboliti secondari saggiati sono le 
Astraverrucine, saponine estratte da Astragalus verrucosus, una pianta perenne, localizzata in una 
ristretta area della Sardegna. Le saponine sono state testate sia singolarmente sia in combinazione 
con due farmaci antitumorali, Mitomicina C e Doxorubicina, per verificare un eventuale effetto 
delle stesse sull’azione dei chemioterapici. 
Per provare la possibile esecuzione, da parte delle saponine, di un comportamento simile alla 
molecola artificiale Nutlin, inibitrice del legame tra MDM2 e p53, la stessa analisi è stata svolta 
utilizzando cellule di lievito trasformate in modo da co-esprimere p53  e MDM2. 
Infine è stata svolta un’analisi con Western Blot per verificare un eventuale effetto esercitato 














                                                       2.Materiali e metodi 
 
2.0 Sostanze utilizzate e dosi di trattamento 
Sono state saggiate frazioni contenenti diverse combinazioni di saponine e saponine singole. Nello 
specifico le frazioni contengono: 
− Frazione 3: Astraverrucina I e Cicloaraloside D 
− Frazione 6: Astraverrucina III, Astraverrucina V, Astrailienina (in ambiente acquoso si 
trasforma in astraverrucina I) e Cicloaraloside D 
− Frazione 7: Astraverrucina IV, Astraverrucina V e Astrailienina 
− Frazione 9: Astraverrucina III, Astraverrucina V, Astrailienina e Cicloaraloside D 
− Frazione 11: Astraverrucina III e Cicloaraloside D 
− Frazione 12: Astraverrucina III e Cicloaraloside D 
Ciascuna combinazione è stata ottenuta sciogliendo le saponine in DMSO per ottenere una 
concentrazione finale di 2.5 µg/µl. 
Le saponine singole saggiate sono: Astraverrucina I (6.5 mg/ml), Astraverrucina III (5.7 mg/ml) 
Astraverrucina VI (7.3 mg/ml) e Cicloaraloside D (9 mg/ml), ciascuna sciolta in 1 ml di DMSO. 
Doxorubicina e mitomicina C sono stati disciolti secondo le indicazioni fornite dalla ditta 
produttrice: 10 mg di doxorubicina in 200 μl di acqua per ottenere una concentrazione di 86.21 
mM; 2 mg di mitomicina C sono stati disciolti in 4 ml di acqua per ottenere una concentrazione 
finale 0.5 mg/ml. 
La molecola di riferimento Pifithrin alpha (PFTα) è stata sciolta in 500 µl di DMSO in modo da 
ottenere una soluzione stock con concentrazione 54.45 mM. 
Nutlin, molecola inibitrice del legame p53-MDM2, è stata sciolta in 250 µl di DMSO al fine di avere 
una soluzione stock concentrata 34.4 mM. 
Per lo svolgimento del saggio funzionale le frazioni di saponine e le saponine singole sono state 
utilizzate alla concentrazione di 50 µg/ml, mitomicina C e doxorubicina, rispettivamente, alla 
concentrazione di 25 µg/ml e 3 µM, PFTα alla concentrazione di 10 µM e Nutlin alla 






Terreni per trasformazione batterica: 
LB liquido: 
− 0.5% Yeast Extract 
− 1% Triptone 
− 1% NaCl 
− 100 mg/ml Ampicillina (da aggiungere al momento dell’uso) 
LB agar: 
− 0.5% Yeast Extract 
− 1% Triptone 
− 1% NaCl 
− 1.4% Agar 
− 100 mg/ml Ampicillina 
Terreni per la crescita delle cellule di lievito: 
Terreno completo YPDA liquido:  
− 1% Yeast Extract 
− 2% Peptone 
− 2% Destrosio 
− 200 mg/l  Adenina (stock 0,5% in 0,1 N NaOH) 
Terreni selettivi, la cui composizione amminoacidica dipende dal tipo di marker di selezione 
presente nel plasmide: 
SDltA (impiegato per la selezione dei trasformanti esprimenti il cDNA di p53 e Mdm2): 
− O.67% Yeast Nitrogen Base 
− 2% Agar 
− 2% Destrosio (stock 20X in H2O) 
− 1X αα (stock 20X in H2O) 
− 200 ml/L Adenina (stock 0.5% in 0.1 N NaOH) 
− 2 ml/l Istidina (stock 1% in H2O) 
− 3 ml/l Lisina (stock 1% in H2O) 
− 2 ml/l Uracile (stock 1% in 0.1 N NaOH) 
SDutA (impiegato per la selezione dei trasformanti esprimenti il cDNA di NF-kB): 
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− O.67% Yeast Nitrogen Base 
− 2% Agar 
− 2% Destrosio (stock 20X in H2O) 
− 1X αα (stock 20X in H2O) 
− 200 ml/L Adenina (stock 0.5% in 0.1 N NaOH) 
− 10 ml/l Leucina (stock 1% in H2O) 
− 2 ml/l Istidina (stock 1% in H2O) 
− 3 ml/l Lisina (stock 1% in H2O) 
− 2 ml/l Uracile (stock 1% in 0.1 N NaOH) 
Terreno selettivo per sospendere le cellule di lievito nella prima fase del saggio di luciferasi: 
SRhultA: 
− 0.67% Yeast Nitrogen Base 
− 2% Raffinosio 
− 1X αα (stock 20X in H2O) 
− 200 mg/ml Adenina (stock 0.5% in 0.1 N NaOH) 
− 3 ml/l Lisina (stock 1% in H2O) 
Secondo il marker di selezione presente nelle cellule di lievito si aggiungono opportunamente gli 
altri amminoacidi necessari al momento dell’uso. 
 
Terreno selettivo per la crescita overnight delle cellule di lievito prima del trattamento per 
l’estrazione proteica. 
SDhultA: 
− 0.67% Yeast Nitrogen Base 
− 2% Destrosio 
− 1X αα (stock 20X in H2O) 
− 200 mg/ml Adenina (stock 0.5% in 0.1 N NaOH) 
− 3 ml/l Lisina (stock 1% in H2O) 
Secondo il marker di selezione delle cellule di lievito si aggiungono opportunamente gli altri 
amminoacidi necessari al momento dell’uso. 
 
 
 2.2 Plasmidi 
I plasmidi utilizzati sono pLSG-hp53 per l’espress
l’espressione di NF-kB, entrambi sotto il controllo del promotore inducibile 
rispettivamente, i marker di selezione 
sotto il controllo del promotore costitutivo 
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ione della proteina p53 umana, 
GAL1,10
LEU2 e TRP1, e pTSAD-Mdm2 per l’espressione di MDM2
ADH1 e contenente il marker di selezione 
 FIGURA 1: Struttura del plasmide di p53 
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Due plasmidi vuoti, pRS314 e pRS315, anch’essi sotto il controllo del promotore inducibile GAL1,10 
e contenenti, rispettivamente, i marker di selezione TRP1 e LEU2, sono stati utilizzati come 
plasmidi di controllo. 
Ciascun plasmide è stato trasformato in cellule competenti DH5alpha di E.Coli mediante metodo 
heat shock e isolato usando il QUIAGEN Plasmid Maxi Kit. Il DNA plasmidico purificato è stato 
quantificato allo spettrofotometro e diluito in acqua così da ottenere una concentrazione di lavoro 
uniforme di 600 ng/ml. 
2.2a Trasformazione batterica metodo heat shock  
Giorno 1:  
• Rimuovere le cellule competenti da -80°C e porle in ghiaccio per 5 minuti 
• Spipettare le cellule e trasferirne 100 µl in ciascuna eppendorf, una per ogni plasmide da 
amplificare (tenere in ghiaccio) 
• Aggiungere ad ogni eppendorf 10 µl di DNA plasmidico e spipettare 
• Mettere in ghiaccio per 10 minuti 
• Trasferire a 42°C in bagnetto per 45 secondi 
• Mettere in ghiaccio per 2 minuti 
• Aggiungere 900 µl di LB (Luria Broth) 
• Incubare per 60 minuti a 37°C in agitazione 
• Piastratura. Tre piastre per ciascun plasmide: 
• Piastra I, piastrare 100 µl di sospensione cellulare (diluizione 1:1) 
• Piastra II, piastrare 10 µl di sospensione cellulare + 90 µl di LB (diluizione 1:10) 
• Piastra III, centrifugare la rimanente sospensione cellulare a 2000 rpm per 5’. Togliere il 
sovranatante in modo da lasciare nella eppendorf circa 100 µl. Risospendere e.piastrare. 
Giorno 2: 
• Inoculo di una colonia di trasformante, isolata e ben definita, in 5 ml di LB + 5 µl di 
Ampicillina 
• Incubazione a 37°C in agitazione (150 rpm) per 6 ore 
• Diluizione della coltura batterica in 250 ml di LB + 250 µl di Ampicillina 
• Incubazione overnight a 37°C in agitazione (150 rpm) 
Giorno 3: 




2.3 Ceppi di lievito 
Per esprimere la proteina p53 umana e il fattore di trascrizione NF-kB sono stati usati, 
rispettivamente, i seguenti ceppi di lievito: 
− yLFM-PUMA pdr5::cyc::REN (MATα ade2-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 can1-100 ura3-1 
LUC:ade2). 










FIGURA 3: Per studiare l’effetto di piccole molecole sul potenziale di transattivazione di uno specifico fattore di 
trascrizione TF o sull’interazione tra TF e cofattori, è stato sviluppato un efficiente saggio di luciferasi in S. cerevisiae. Il 
test permette di monitorare l’espressione variabile dello specifico TF e utilizza come geni reporter Firefly e Renilla 
presenti in singola copia in differenti loci cromosomici. Mentre il promotore minimo cyc-1 controlla l’espressione 
basale costitutiva di entrambi i reporter, l’espressione TF-dipendente di Firefly è dovuta alla sequenza Responsive 
Element (RE) del TF posta a monte del promotore minimo. 
 
Ciascun ceppo porta i geni reporters Firefly e Renilla integrati come singole copie nel cromosoma 
XV rispettivamente ai locus ADE2 e PDR5. Un’espressione costitutiva a bassi livelli di entrambi i 
reporters è garantita dal promotore minimo cyc1, mentre l’espressione TF-dipendente del gene 
Firefly è ottenuta tramite la presenza di un Responsive Element del fattore di trascrizione di 
interesse posto a monte del promotore minimo. 
Per l’ingegnerizzazione dei ceppi è stata utilizzata la tecnica nota come “Delitto Perfetto”, un 
sistema di mutagenesi in vivo sito-specifica sviluppata dalla Dott.ssa Francesca Storici per generare 
cambiamenti all’interno del genoma del lievito Saccharomyces cerevisiae, senza lasciare tracce del 
DNA estraneo. Si parte dal ceppo y-FM-cyc1-ICORE-, contenente la cassetta di espressione ICORE 
(I-SceI COunterselectable REporter), costituita dal gene I-SceI sotto il controllo del promotore 
inducibile GAL1,10 e il sito di riconoscimento di I-SceI posto a monte dell’intera cassetta, e due 
marker di selezione URA3 e KanMX4 [79]. 
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Fornendo galattosio alle cellule il gene I-SceI codifica per una endonucleasi in grado di generare 
Double Strand Breaks nel sito di riconoscimento, al fine di permettere la rimozione della cassetta e 
la sostituzione della stessa con la sequenza di DNA desiderata (in questo caso il responsive 
element) tramite ricombinazione omologa, utilizzando oligonucleotidi sintetici [79]. 
Il marker di selezione URA3 permette la selezione delle cellule che hanno perso l’ICORE in piastre 
di terreno contenente 5-fluorouracile. Le cellule che mantengono l’ICORE non sono in grado di 
crescere in questo tipo di terreno poiché incorporano il 5-fluorouracile nella via dell’URA grazie 
alla presenza di URA3, mentre le cellule dove l’ICORE è stato sostituito riescono a sopravvivere.  Il 
marker KanMX4 conferisce resistenza all’antibiotico geneticina, per cui le cellule che hanno perso 
l’ICORE e l’hanno sostituito con la sequenza di interesse non sono in grado di crescere in piastre di 
terreno contenente l’antibiotico, mentre le cellule dove l’ICORE è rimasto sopravvivono. 
Le cellule vengono selezionate per la perdita di entrambi i geni in modo da ridurre al minimo il 
numero di falsi positivi. 
I ceppi così ingegnerizzati sono stati quindi trasformati con i relativi plasmidi mediante il metodo 
Litio Acetato/SS carrier DNA/PEG e selezionati su piastre di terreno minimo contenenti glucosio 











FIGURA 4: Modificazione specifica del genoma di S.cerevisiae utilizzando la tecnica di mutagenesi in vivo “Delitto 
Perfetto”. Storici F, et al., Nat. Biotech. 2001; PNAS 2003; MBC 2006. 
2.3a Trasformazione in lievito mediante Li-AC/TE 
Giorno 1: 
• Inoculare una colonia isolata del ceppo di lievito in 5 ml di terreno completo YPDA e 
incubare overnight a 30° C  in agitazione (150 rpm) 
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• Preriscaldare a 30° C una beuta contenente 30 ml di terreno completo YPDA 
Giorno 2: 
• Diluire 3 ml di coltura satura nei 30 ml di terreno completo YPDA preriscaldato ed incubare 
in agitazione (150 rpm) a 30° C per 2 h in modo da ottenere una OD600nm = 0.8-1 (fase di 
crescita esponenziale) 
• Trasferire la coltura in una falcon da 50 ml 
• Centrifugare a 4000 rpm per 3 minuti a RT 
• Eliminare il sovranatante e risospendere in 30 ml di H2O sterile 
• Centrifugare a 4000 rpm per 3 minuti a RT 
• Eliminare il sovranatante e risospendere in 10 ml di H2O sterile 
• Centrifugare a 4000 rpm per 3 minuti a RT 
• Eliminare il sovranatante e risospendere in 5 ml di Li-Ac/TE 
• Centrifugare a 4000 rpm per 3 minuti a RT 
• Eliminare il sovranatante e risospendere in 250 µl di Li-Ac/TE e trasferire in una eppendorf 
da 1.5 ml 
• Centrifugare alla massima velocità (13200 rpm) per 1 minuto a RT 
• Eliminare il sovranatante e risospendere in un volume opportuno di Li-Ac/TE 
(generalmente 600 µl) per ottimizzare la trasformazione 
 
Contemporaneamente alla preparazione delle cellule di lievito: 
 
• Aliquotare il DNA plasmidico in eppendorf da 1.5 ml, circa 0.7-0.8 µg per trasformazione 
• Denaturare il DNA di sperma di salmone (stock 10 mg/ml, sonicato e conservato a -20°C) a 
95° C per 10 minuti e trasferire in ghiaccio 
• Distribuire 5 µl di DNA di sperma di salmone in ciascuna eppendorf da 1.5 ml  contenente il 
DNA plasmidico 
• Aggiungere 300 µl di Li-Ac/TE/PEG a ciascuna eppendorf da 1.5 ml 
• Aggiungere 50 µl di cellule di lievito precedentemente preparate 
• Vortexare ed incubare in agitazione (150 rpm) a 30° C per 30 minuti 
• Incubare a 42° C per 15 minuti 
• Centrifugare a 4000 rpm per 3 minuti a RT 
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• Eliminare il sovranatante e risospendere in 200 µl di H2O sterile 
• Piastrare 100 µl di sospensione sulle opportune piastre selettive 
 
2.4 Saggio funzionale di luciferasi 
 Giorno 1: 
I trasformanti di lievito selezionati vengono risospesi in terreno liquido contenente raffinosio (2%) 
come fonte di carbonio. 60 µl di sospensione cellulare sono distribuiti in piastra da 96 pozzetti e a 
questi si aggiungono altri 60 µl di terreno liquido con galattosio concentrato 0.032% (per indurre il 
promotore GAL1,10) e contenente la sostanza in quantità opportuna, successivamente la piastra 
viene posta in incubatore a 30°C per 16 h sotto agitazione orbitale (150 rpm). 
Giorno 2: 
Al termine delle 16 h le cellule vengono risospese e 10 µl trasferiti in piastra bianca da 384 
pozzetti, quindi si aggiungono 10 µl di Passive Lysis Buffer 2x e la piastra si pone su agitatore 
orbitale a RT per 15 minuti. Prima della lettura della luce, si aggiungono 10 µl di substrato Firefly 
Luciferase Bright Glo. L’OD600nm si misura direttamente in piastra da 96 pozzetti. 
 
I dati relativi al saggio funzionale sono stati ottenuti da tre esperimenti indipendenti, per ciascuno 
dei quali sono stai impiegati tre replicati. 
Per ogni prova eseguita, i valori di luminescenza sono stati normalizzati per il valore 
corrispondente di OD600nm (LUC/OD). 
Per i valori di LUC/OD dei tre replicati è stata calcolata media, deviazione standard, deviazione 
standard percentuale, errore standard e “fold empty”, che rappresenta un’ulteriore 
normalizzazione in cui l’effetto di ogni trattamento su un qualsiasi fattore di trascrizione viene 
rapportato all’effetto che il medesimo trattamento svolge sul vettore di espressione basale. 
                        FOLD EMPTY =  media LUC/OD “TF” / media LUC/OD “empty vector”  
Infine è stato calcolato il rapporto tra il fold empty e il fold empty del DMSO per ogni sostanza. 







2.5 Western Blot 
Il Western Blot è una tecnica atta a identificare la presenza di una specifica proteina all’interno di 
una miscela proteica e valutarne eventualmente il livello di espressione. Per permettere ciò le 
proteine devono prima essere separate in base alle loro dimensioni mediante corsa elettroforetica 
su gel di poliacrilammide in presenza di sodiododecilsolfato (SDS-PAGE) e successivamente 
trasferite su una membrana di nitrocellulosa, che costituisce il supporto dove avviene il 
riconoscimento vero e proprio della proteina tramite utilizzo di un anticorpo primario specifico.  
Il legame tra proteina e anticorpo specifico viene evidenziato sfruttando il riconoscimento 
dell’anticorpo primario da parte di un anticorpo secondario diretto contro le IgG della specie che 
ha fornito l’anticorpo primario. L’ anticorpo secondario è marcato in modo opportuno così che la 
sua interazione con l’anticorpo primario possa essere visualizzata sulla membrana di 
nitrocellulosa. I tipi di marcatura dell’anticorpo secondario possono essere molteplici, 
generalmente il più comune è coniugare un enzima con l’anticorpo, in modo che la rivelazione 
venga effettuata incubando la membrana di nitrocellulosa in una soluzione contenente il substrato 
dell’enzima, che converte il substrato in un prodotto colorato insolubile che precipita sulla 
nitrocellulosa. Uno degli enzimi più utilizzati è la perossidasi di rafano, che può essere rivelata 
facilmente tramite il metodo della chemioluminescenza intensificata (ECL). La quantificazione del 
livello di espressione della proteina può essere effettuata mediante appositi programmi, come 
Image-j, che permettono di stimare i livelli di proteina presenti in ciascuna banda. I dati possono 
essere quindi normalizzati rapportandoli ai risultati ottenuti eseguendo la stessa tecnica su una 
proteina housekeeping che, avendo un’espressione costitutiva, deve essere presente allo stesso 
modo in tutti i campioni.      




→ Non denaturing lysis buffer (NDLB) pH 6.8: 
− 25 mM Tris HCl 
− 150 mM NaCl 
− 10% (v/v) Glicerolo 
− 2% (v/v) 100 mM PMSF stock solution (disciolto in isopropanolo) 
− 1X Protease Inhibitor Cocktail  
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− Glass Beads 0.4-0.5 mm 
 
Giorno 1: 
Incubazione overnight delle cellule di lievito in 10 ml di SDltA a 30° C in agitazione (150 rpm) 
Giorno 2: 
Trattamento delle cellule dopo la crescita overnight: 
• Centrifugare a 4000 rpm per 3 minuti 
• Eliminare il sovranatante e risospendere in 10 ml di H2O sterile, per rimuovere l’eccesso di 
destrosio 
• Centrifugare a 4000 rpm per 3 minuti 
• Eliminare il sovranatante e risospendere in X ml di SRltA (1 ml per trattamento) 
• Porre 1 ml di sospensione cellulare in una falcon da 50 ml per ciascun trattamento 
• Aggiungere 9 ml di SRltA + galattosio in ciascuna falcon 
• Aggiungere la sostanza in quantità opportuna in ciascuna falcon 
• Incubare overnight a 30° C in agitazione (150 rpm) 
Giorno 3:  
Estrazione delle proteine: 
• Centrifugare a 4000 rpm per 3 minuti a RT 
• Eliminare il sovranatante e risospendere in 1 ml di H2O sterile e trasferire in eppendorf da 
1.5 ml 
• Centrifugare alla massima velocità (13200 rpm) per 1 minuto a RT 
• Eliminare il sovranatante e risospendere in una quantità di NDLB determinata dalla 
grandezza del pellet presente e trasferire in eppendorf da 2 ml tenute in ghiaccio 
• Aggiungere un ugual volume di Glass Beads fredde 
• Vortexare 30 secondi per 6 volte, intervallate da pause di 30 secondi in cui porre in ghiaccio 
le eppendorf 
• Centrifugare alla massima velocità (13200 rpm) per 10 minuti a 4° C 
• Prelevare il sovranatante e trasferire in una nuova eppendorf  
• Conservare a -80° C 
2.5b Quantificazione delle proteine 
Materiali: 
→ Working solution (WS): 
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− Reagente A 25 parti 
− Reagente B 24 parti  
− Reagente C 1 parte 
→ BSA 2 mg/ml diluita con H2O sterile per ottenere una concentrazione finale di 0.1 µg/µl 
→ NDLB  
 
La quantificazione è stata effettuata allo spettrofotometro a 562 nm. Per la costruzione della retta 
di taratura, necessaria a calcolare la concentrazione delle proteine estratte, sono stati utilizzati 
standard così costituiti: BSA +  H2O sterile + NDLB + WS e due bianchi, B1: H2O sterile + WS , B2: 
H2O + NDLB + WS. 
I campioni di proteine sono stati così preparati: campione + H2O sterile + WS 
Ogni componente è presente in quantità opportuna in modo da raggiungere 1 ml finale di 
soluzione. 
Prima di effettuare la lettura allo spettrofotometro si pongono standard, bianchi e campioni in 
bagnetto a 37° C per 2 h. 
Svolta la lettura e costruita la retta di taratura, la concentrazione dei campioni è stata determinata 
secondo la seguente formula: 
                                                     µg/µl = [(Ac − y) / CA] / µlc                             Ac: assorbanza campione 
                                                                                                                          y: intercetta della retta 
                                                                                                                          CA: coefficiente angolare    
                                                                                                                          µlc: µl campione usato 
 
2.5c SDS-PAGE e Trasferimento su membrana 
Giorno 1: 
• Preparare i gel 
→ Running gel 12% (quantità per 2 gel):  
− 3.4 ml H2O deionizzata 
− 2.5 ml Running Buffer 
− 4 ml Bisacrilammide 
− 100 µl SDS 10% 
− 50 µl APS (aggiungere al momento di colare il gel) 
− 5 µl TEMED (aggiungere al momento di colare il gel) 
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→ Stacking gel 5% (quantità per 2 gel): 
− 2.85 ml H2O deionizzata 
− 1.25 ml Stacking Buffer 
− 0.85 Bisacrilammide 
− 50 µl SDS 10% 
− 25 µl APS (aggiungere al momento di colare il gel) 
− 5 µl TEMED (aggiungere al momento di colare il gel) 
 
• Preparare i vetrini sull’apposito supporto 
• Colare il Running gel tra i 2 vetrini e aggiungere isopropanolo, in modo da allineare i 
gel 
• Lasciare solidificare per 30 minuti 
• Capovolgere i vetrini così da rimuovere l’isopropanolo, lavare con H2O deionizzata, 
asciugare con carta assorbente 
• Colare lo Stacking gel tra i 2 vetrini 
• Inserire i pettinini tra i 2 vetrini e lasciare solidificare per 30 minuti 
• Preparare i campioni e denaturarli a 97° C per 10 minuti in termociclizzatore 
• Estrarre i pettinini e lavare i pozzetti con H2O deionizzata, asciugare con carta 
assorbente, facendo attenzione a non lasciare bolle d’aria 
• Inserire i vetrini nell’apposito strumento e quindi nella vaschetta 
• Aggiungere il Buffer di corsa tra i 2 vetrini facendo attenzione che non goccioli e 
quindi aggiungere il Buffer all’intera vaschetta 
• Caricare i campioni, nel 1° pozzetto caricare il Ladder 
• Chiudere la vaschetta e impostare il voltaggio costante a 90 volt per 10 minuti in 
modo da pareggiare i campioni e quindi impostare il voltaggio a 150 volt per circa 1 h 
 
Trasferimento su membrana di nitrocellulosa:  
 
• Togliere i vetrini dalla vaschetta 
• Conservare il Buffer di corsa, se non è stato contaminato con i campioni, e lavare la 
vaschetta con H2O 
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• Prendere 2 contenitori in cui versare il Buffer di trasferimento e bagnarvi tutti i 
componenti del sandwich per il trasferimento. 
• Prendere il supporto apposito per l’allestimento del sandwich e montare il sandwich  
• Chiudere il sandwich ed inserirlo nell’apposito contenitore e porlo all’interno della 
vaschetta 
• Aggiungere il Buffer di trasferimento alla vaschetta insieme ad una barretta di 
ghiaccio, per evitare il surriscaldamento dell’apparato 
• Chiudere la vaschetta e impostare l’amperaggio costante per 1 h 
• Al termine del trasferimento aprire il sandwich e recuperare la membrana 
• Tagliare la membrana in modo da eliminare le porzioni superflue, lasciar asciugare 
all’aria 1 minuto e bagnare con PBS-Tween 1X 
• Bloccare la membrana con latte 5% PBS-Tween 1x o TBS-Tween 1x 1 h su basculante a 
RT o overnight a 4°C 
• Lavare la membrana per eliminare l’eccesso di latte 
In questo protocollo i lavaggi sono stati effettuati con PBS-Tween 1x o TBS-Tween 1x a 
seconda dell’anticorpo primario successivamente incubato.  
• Incubare con anticorpo primario 1 h su basculante a RT o overnight a 4° C 
Gli anticorpi primari (monoclonali) utilizzati in questo lavoro sono: 
DO-1 anti-p53 diluito 1:5000 in latte 1% PBS-Tween 1x 
PGK-3 (housekeeping) anti-PGK-3 diluito 1:6000 in latte 5% TBS-Tween 1x 
SPM 14 anti-MDM2 diluito 1:500 in latte 1% PBS-Tween 1x 
• Lavare la membrana per rimuovere l’eccesso di anticorpo primario 
• Incubare con anticorpo secondario 1 h su basculante a RT 
È stato usato un unico anticorpo secondario per tutti gli anticorpi primari: 
Goat anti-mouse IgG-HRP diluito 1:6000 in BSA 1% PBS-Tween 1x o TBS-Tween 1x 
• Lavare per rimuovere l’eccesso di anticorpo secondario 
• Rivelare l’anticorpo 
La detection della proteina è stata eseguita al ChemiDoc (BioRad) utilizzando il metodo della 
chemioluminescenza intensificata. La quantificazione del livello di espressione della proteina è 
stata effettuata utilizzando il software Image-j, che permette di stimare i livelli di proteina presenti 




2.5d Stripping della membrana 
Stripping è il termine usato per descrivere la rimozione degli anticorpi primari e secondari dalla 
membrana di nitrocellulosa di un Western Blot. È utile quando si vuole investigare più di una 
proteina nello stesso blot, permettendo di utilizzare di nuovo la stessa membrana risparmiando 
tempo e materiali. 
Materiali: 
Harsh Stripping Buffer, HSB (100ml):  
− 20 ml SDS (10%) 
− 4.17 ml Tris HCL (ph 6.8 1.5 M) 
− 75 ml H2O deionizzata 
A questo buffer, prima dell’uso, si aggiungono 80 µl di β-mercaptoetanolo ogni 10 ml. 
Per una membrana: 20 ml HSB + 160 µl β-mercaptoetanolo 
 
Procedura: 
• Porre il bagnetto sotto cappa chimica e impostare la temperatura a 55° C 
• Aggiungere gli opportuni ml di HSB + β-mercaptoetanolo in una falcon da 50 ml e mettere 
ad equilibrare in bagnetto per 20 minuti 
• Porre ciascuna membrana in un’apposita scatola ed aggiungere HSB + β-mercaptoetanolo 
equilibrato e lasciare in bagnetto a 55° C per 30 minuti 
• Togliere ciascuna membrana dal bagnetto e svuotare l’HSB + β-mercaptoetanolo nella 
falcon e buttarlo 
• Lavare ciascuna membrana con abbondante H2O deionizzata per 45 minuti su basculante, 
cambiando l’H2O deionizzata ogni 15 minuti. 
→ Al termine dello stripping si riprende il protocollo del Western Blot a partire dal blocking della 
membrana. 








                                                        3.Risultati e discussioni 
3.0 p53 
Per saggiare l’effetto delle sostanze utilizzate sul potenziale di transattivazione di p53-wt il ceppo 
di lievito yLFM-PUMA pdr5::cyc::REN è stato co-trasformato con il vettore di espressione pLSG-
hp53 e con il vettore vuoto di controllo pRS314.  
3.0a Frazioni di saponine 
Il grafico in figura 1a mostra il livello medio di transattivazione di p53 in presenza delle frazioni di 
saponine. Confrontando il valore di transattivazione di ciascun trattamento con quello del DMSO, 
usato come controllo negativo (assenza di trattamento), appare chiaro che ciascuna frazione 
esplica un effetto significativo sul potenziale di transattivazione di p53. In particolare, poiché tutti i 
valori sono inferiori a quello basale (DMSO), si deduce che ciascuna sostanza produce un effetto 
inibitorio sul potenziale di transattivazione di p53. Ciò è confermato dalla molecola di riferimento 
PFTα. Questa molecola inibisce l’attività di p53 e in sua presenza, infatti, il livello di 
transattivazione è molto basso. Sottraendo al valore di transattivazione base, ottenuto in presenza 
di DMSO, il valore  di ciascuna frazione si ottiene il livello di inibizione che ognuna di esse esercita 
sulla transattivazione di p53. Le frazioni 6 e 3 producono un effetto inibitorio poco marcato e 
riducono il livello di transattivazione di p53, rispettivamente, del 20% (p value < 0.05) e 30% (p 
value < 0.01) circa. 
Le frazioni 7, 12 e 9 presentano un effetto inibitorio più accentuato, in particolare le prime due 
frazioni causano una diminuzione del grado di transattivazione del 60% (p value < 0.01) circa, 
mentre la frazione 9 riduce l’attività di p53 del 70% (p value < 0.01) circa. La maggiore azione 
inibitoria sulla transattivazione di p53 è esercitata dalla frazione 11. Il livello di riduzione da essa 
causato è pari all 80% (p value < 0.01) circa ed è superiore rispetto a quello dovuto alla molecola di 
riferimento PFTα. 
Per verificare se la diminuzione della transattivazione di p53 fosse dovuta a una ridotta 
espressione della proteina è stata svolta un’analisi in Western Blot, i cui risultati sono riportati in 
figura 1b, 1c. Confrontando l’intensità delle bande relative a ciascun trattamento con quella della 
banda relativa al DMSO e con la corrispondente banda relativa alla proteina housekeeping, si 
osserva che i livelli di proteina non sono cambiati. Si può escludere perciò che la riduzione 
dell’attività di p53 sia dovuta a una minore quantità di proteina sintetizzata e che le frazioni 
svolgano un’azione inibitoria sull’apparato traduzionale di p53. Si ritiene che il calo della 
 transattivazione sia dovuto a una minore stabilità della proteina nel citoplasma oppure a un minor 
trasporto di p53 nel nucleo, determinati dalle frazioni stesse, che si comportano in modo simile 
alla molecola di riferimento PFTα.
 
   
 
FIGURA 1a: valori medi di transattivazione di p53
riferiti al DMSO. p53-wt è stato testato in presenza delle
(10 µM) è stata utilizzata come molecola di riferimento. La transattivazione di p53
concentrato 0.032%, come indicato. Le barre rappresentano la media





FIGURA 1b: bande di espressione di p53
F9, F11, F12), del DMSO, usato come controllo negativo (assenza di trattamento) e di PFTα, u
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3.0b Frazioni di saponine e mitomicina C  
Il grafico in figura 2a riporta i valori medi di transattivazione della proteina p53-wt ottenuti in 
condizioni basali (DMSO), in seguito al trattamento con Mitomicina C e dopo trattamento 
combinato farmaco + frazioni di saponine. 
La significatività statistica dell’effetto di ciascuna frazione in combinazione con la mitomicina C è 
stata calcolata rispetto all’azione esercitata dal farmaco stesso, quando presente singolarmente. 
Paragonando il livello di induzione della transattivazione ottenuto in presenza di mitomicina C con 
il livello base in assenza di trattamento (figura 2a), si comprende che il farmaco esercita un effetto 
inibitorio marcato sull’attività di p53, determinando una riduzione della transattivazione del 70% 
circa. Quando la mitomicina C viene fornita in combinazione con la frazione 3 o con la frazione 12 
il livello di transattivazione di p53 aumenta e l’effetto inibitorio complessivo è pari, 
rispettivamente, al 15% e al 30% circa (figura 2a). Le frazioni 3 e 12 svolgono, quindi, un ruolo 
protettivo nei confronti dell’azione del farmaco, diminuendone l’effetto inbitorio e determinando 
un recupero significativo (p value < 0.05) dell’attività di p53 (figura 2a). 
Le altre frazioni non svolgono nessun tipo di effetto significativo sull’azione del farmaco, per cui i 
livelli di inibizione si mantengono più o meno uguali in tutti i tipi di trattamento, con mitomicina C 
singola e con frazioni e farmaco combinate insieme. 
In figura 2b sono mostrate le bande di espressione di p53-wt e del gene housekeeping PGK-3 in 
presenza dei medesimi trattamenti e in figura 3c i corrispondenti valori di normalizzazione. Sia il 
trattamento con mitomicina C singola sia il trattamento in combinazione con le frazioni di 
saponine non causano cambiamenti significativi nei livelli di espressione di p53.  
Si ritiene che il farmaco determini un calo dell’attività della proteina esercitando un’azione 
inibitoria sul trasporto nucleare di p53 o destabilizzando la proteina, mantenendo inalterato il suo 
processo di sintesi. Il recupero della transattivazione osservato in presenza delle frazioni 3 e 12 è 
dunque attribuibile a un’interazione tra le componenti chimiche delle frazioni di saponine e la 
molecola di mitomicina C, con conseguente rilascio di p53 e suo trasporto nel nucleo o ripresa 
della stabilità. 
 
   
 
  
   
FIGURA 2a: valori medi di transattivazione di p53
riferiti al DMSO. p53-wt è stato testato in presenza delle frazioni di saponine (F3, F6
mitomicina C (MMC 25 µg/ml). La mitomicina C è stata utilizzata sia singolarmente sia in combinazione con le frazioni 
di saponine. La transattivazione di p53
barre rappresentano la media±E.S. di tre replicati





FIGURA 2b: bande di espressione di p53
F9, F11, F12) combinate con mitomicina C, in presenza di mitomicina C singola e in presenza di DMSO, usato come 
controllo negativo (assenza di trattamento).
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3.0c Frazioni di saponine e doxorubicina 
Nel grafico in figura 3a sono rappresentati i valori medi di transattivazione di p53-wt ottenuti in 
condizioni basali (DMSO), in seguito al trattamento con Doxorubicina e dopo trattamento 
combinato farmaco + frazioni di saponine. In figura 3b sono mostrate le bande di espressione di 
p53-wt e del gene housekeeping PGK-3 in presenza dei medesimi trattamenti e in figura 3c i 
corrispondenti valori di normalizzazione. 
La significatività statistica dell’effetto di ciascuna frazione in combinazione con il farmaco è stata 
stimata rispetto all’effetto esercitato dalla doxorubicina, quando usata singolarmente. 
Prendendo a riferimento il livello di induzione della transattivazione in assenza di trattamento, 
appare evidente che la doxorubicina esercita un’azione inibitoria sull’attività di p53, determinando 
un calo del livello di transattivazione della proteina stessa (figura 3a). Osservando la banda di 
espressione di p53 in presenza della doxorubicina e il relativo valore di normalizzazione (figura 3b, 
3c) si evince che la sintesi della proteina non viene compromessa dal trattamento con il farmaco e 
i livelli di proteina rimangono inalterati rispetto alla condizione in assenza di trattamento. È 
plausibile pensare che la minore capacità di transattivazione di p53 in presenza di doxorubicina sia 
dovuta a un calo del trasporto nucleare della proteina oppure a una minore stabilità della stessa, a 
causa della presenza del farmaco. La doxorubicina interagirebbe con p53 impedendole di giungere 
al nucleo, e potersi legare al proprio responsive element, o favorendone la degradazione. Quando 
la doxorubicina è fornita in combinazione con le frazioni 3 e 6 si assiste a un recupero significativo 
(p value < 0.05) del potenziale di transattivazione di p53 (figura 3a). Dal momento che le bande di 
espressione relative ai due trattamenti non mostrano cambiamenti nel livello di espressione di p53 
(figura 3b), si ritiene che il ripristino dell’attività della proteina sia associato all’interazione chimica 
tra le componenti delle frazioni 3 e 6 con la molecola di doxorubicina. In questo modo p53, non 
più bloccata dal farmaco, potrebbe essere disponibile per il trasporto nucleare ed effettuare il 
legame al responsive element, determinando la sintesi del gene reporter, oppure potrebbe non 
essere più  degradata e riacquistare stabilità. La combinazione delle rimanenti frazioni con la 
doxorubicina non produce cambiamenti significativi del livello di transattivazione di p53 (figura 3a) 
rispetto alla doxorubicina usata singolarmente. Probabilmente le componenti chimiche di queste 
frazioni sono presenti in una conformazione che non permette l’interazione con la molecola di 
doxorubicina, per cui p53, rimanendo associata al farmaco, non può giungere al responsive 
element e legarsi ad esso o rimane instabile e viene degradata. 
  
 
FIGURA 3a: valori medi di transattivazione di p53
riferiti al DMSO. p53-wt è stato testato in presenza delle frazioni di saponine (F3, F6
doxorubicina (DOXO 3 µM). La doxorubicina è stata utilizzata sia singolarmente sia in combinazione con le frazioni di 
saponine. La transattivazione di p53-wt
rappresentano la media±E.S. di tre replicati 





FIGURA 3b: bande di espressione di p53
F9, F11, F12) combinate con doxorubicina, in presenza di doxorubicina singola e in presenza di DMSO, usato come 
controllo negativo (assenza di trattamento).
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 FIGURA 3c: valori di normalizzazione su PGK
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 3.0d Saponine singole 
Il grafico in figura 4a riporta i valori di induzione del potenziale di transattivazione di p53 di 
ciascuna saponina singola saggiata, utilizzando come controllo negativo (assenza di trattamento) il 
DMSO e come molecola di riferimento PFTα, molecola inibitrice di p53. 
La significatività di ciascuna sostanza è stata stimata tramite t di Student in riferimento al livello di 
induzione basale. Tutte le saponine singole esercitano un effetto inibitorio sul potenziale di 
transattivazione di p53, dal momento che i valori di induzione relativi ad ognuna di esse sono 
significativamente inferiori a quello ottenuto in assenza di trattamento. 
In particolare Astraverrucina III è la sostanza che esplica la minore azione inibitoria, diminuendo il 
livello di transattivazione del 20% (p value < 0.05) circa. Astraverrucina I, astraverrucina VI e 
cicloaraloside D determinano una riduzione dell’attività di p53 pari al 30% ( p value < 0.01) circa.   
Dal momento che nessuno dei trattamenti determina cambiamenti nei livelli di proteina espressa 
(figura 4b, 4c) si esclude la possibilità che queste sostanze determinino una minore sintesi di p53 e 
si ritiene che il calo nell’attività  della proteina possa dipendere da un’inferiore trasporto della 
stessa nel nucleo o da una perdita di stabilità della proteina. Le saponine interagirebbero con p53 
bloccandone il trasporto nel nucleo o favorendone la degradazione così da impedire il legame al 







FIGURA 4a: valori medi di transattivazione di p53
riferiti al DMSO. p53-wt è stato testato in presenza delle
(10 µM) è stata utilizzata come molecola di riferimento. La transattivazione di p53
concentrato 0.032%, come indicato. Le barre rappresentano la media






FIGURA 4b: bande di espressione di p53
ASTRA VI, CD) del DMSO, usato come controllo negativo (assenza di trattamento) e di PFTα, usata come molecola di 
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3.0e Saponine e mitomicina C 
Il grafico in figura 5a riporta i valori medi di transattivazione di p53-wt ottenuti in condizioni basali 
(DMSO), in seguito al trattamento con Mitomicina C e dopo trattamento combinato farmaco + 
saponine. In figura 5b sono mostrate le bande di espressione di p53-wt e del gene housekeeping 
PGK-3 in presenza dei medesimi trattamenti e in figura 5c i corrispondenti valori di 
normalizzazione. 
La significatività statistica dell’effetto svolto da ciascuna saponina combinata con il farmaco è stata 
calcolata rispetto all’effetto esercitato dalla mitomicina C, quando presente singolarmente. 
Rispetto all’attività trascrizionale di base, il farmaco diminuisce notevolmente il livello di induzione 
della transattivzione di p53 (figura 5a). La mitomicina C esercita un’azione inibitoria sulla capacità 
di p53 di legarsi al proprio responsive element impedendone il trasporto nel nucleo o 
incrementandone l’instabilità citoplasmatica, senza influenzarne la sintesi, come dimostrano 
l’intensità della banda di espressione della proteina in presenza del farmaco e il relativo valore di 
normalizzazione (figura 5b, 5c). Quando il trattamento con mitomicina C viene effettuato in 
combinazione con le saponine non si osservano cambiamenti significativi sul potenziale di 
transattivazione di p53 ad eccezione dell’astraverrucina VI (figura 5a). In questo caso l’effetto 
inibitorio sull’attività della proteina risulta significativamente (p value < 0.01) incrementato 
rispetto al trattamento eseguito con la sola mitomicina C.  
L’astraverrucina VI non interagisce con la molecola di mitomicina C, ma si comporta in modo simile 
ad essa andando a inibire a sua volta il trasporto nucleare di p53 o favorendo la sua degradazione, 
per cui la quantità di proteina che giunge a legarsi al responsive element risulta ulteriormente 
diminuita rispetto a quella che riesce a legarsi in presenza della sola mitomicina C. 
È da escludere, invece, la possibilità che la presenza della saponina influisca sulla sintesi di p53, dal 
momento che non vi sono variazioni nell’espressione della proteina quando il trattamento viene 




FIGURA 5a: valori medi di transattivazione di p53
riferiti al DMSO.  p53-wt è stato testato in presenza delle saponine (ASTRA I, ASTRA III, ASTRA VI, CD, 50 µg/ml) e della 
mitomicina C (MMC 25 µg/ml). La mitomicina C è stata utilizzata sia singolarmente sia in combinazione con le 
saponine. La transattivazione di p53-wt
rappresentano la media±E.S. di tre replicati 







FIGURA 5b: bande di espressione di p53
negativo (assenza di trattamento), in presenza di mitomicina C singola
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3.0f Saponine e doxorubicina 
Il grafico in figura 6a mostra il livello medio di induzione della transattivazione di p53-wt ottenuto 
in condizioni basali (DMSO), in seguito al trattamento con Doxorubicina e dopo trattamento 
combinato farmaco + saponine. In figura 6b sono mostrate le bande di espressione di p53-wt e del 
gene housekeeping PGK-3 in presenza dei medesimi trattamenti e in figura 6c i corrispondenti 
valori di normalizzazione.  
La significatività statistica dell’effetto esercitato da ciascuna saponina combinata con la 
doxorubicina è stata stimata in riferimento all’effetto svolto dal farmaco, quando presente 
singolarmente. 
La doxorubicina esercita un effetto inibitorio sulla capacità di p53 di legarsi al proprio responsive 
element come dimostra il calo del livello di transattivazione di p53 rispetto all’attività di base 
osservata in assenza di trattamento (figura 6a). Dal momento che non si osservano variazioni 
nell’espressione di p53 in presenza del farmaco (figura 6b, 6c), la riduzione della transattivazone 
non è attribuibile a una diminuzione della quantità di proteina sintetizzata nella cellula in seguito 
al trattamento, ma è associabile alla capacità del chemioterapico di interagire con p53, 
bloccandone il trasporto nel nucleo o favorendone la degradazione, e impedirle di  legarsi al 
responsive element. Quando la doxorubicina viene utilizzata in combinazione con le saponine non 
si osservano variazioni significative sul potenziale di transattivazione di p53 ad eccezione 
dell’astraverrucina III, che diminuisce ulteriormente (p value < 0.05) l’attività della proteina 
rispetto al trattamento in cui la doxorubicina è presente singolarmente (figura 6a).  Dal momento 
che la presenza della saponina con il farmaco non influenza la sintesi di p53, come osservabile 
dalla banda di espressione della proteina relativa a tale trattamento e dal corrispondente valore di 
normalizzazione (figura 6b, 6c), è probabile che l’astraverrucina III si comporti in modo simile alla 
doxorubicina e a sua volta impedisca il trasporto nucleare o favorisca la degradazione di p53, 












FIGURA 6a: valori medi di transattivazione di p53-wt normalizzati sul livello basale di espressione del vettore vuoto e 
riferiti al DMSO. p53-wt è stato testato in presenza delle saponine (ASTRA I, ASTRA III, ASTRA VI, CD, 50 µg/ml) e della 
doxorubicina (DOXO 3 µM). La doxorubicina è stata utilizzata sia singolarmente sia in combinazione con le saponine. 
La transattivazione di p53-wt è stata indotta usando galattosio concentrato 0.032%, come indicato. Le barre 
rappresentano la media±E.S. di tre replicati di tre esperimenti indipendenti. I valori significativi sono mostrati (* p 






FIGURA 5b: bande di espressione di p53-wt e della proteina PGK-3 in presenza di DMSO, usato come controllo 
negativo (assenza di trattamento), in presenza di doxorubicina singola e in presenza di astraverrucina III combinata 
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Nutlin è una molecola artificiale in grado di legarsi alla proteina MDM2 e rompere l’interazione tra 
essa e p53, rendendo p53 libera di svolgere la propria funzione. Per valutare l’eventuale 
comportamento simil-Nutlin da parte delle frazioni di saponine, il ceppo di lievito yLFM-PUMA 
pdr5::cyc::REN è stato co-trasformato con il vettore di espressione  pLSG-hp53, contenente il cDNA 
di p53, e il vettore di espressione pTSAD-Mdm2, contenente il cDNA di Mdm2.  
In assenza di trattamento (DMSO) la presenza della proteina MDM2 e il suo legame a p53 fanno si 
che la capacità di transattivare di p53 si riduca notevolemente rispetto alla condizione in cui p53 è 
espressa singolarmente (figura 7). Quando si effettua il trattamento con Nutlin il livello di 
transattivazione di p53 si mantiene uguale a quello in assenza di trattamento dove p53 è espressa 
singolarmente, mentre nelle cellule in cui p53 è co-espressa con MDM2 si assiste ad un 
incremento dell’attività trascrizionale della proteina. Ciò conferma la capacità di Nutlin di rompere 
il legame tra MDM2 e p53, e permettere a p53 di legarsi al proprio responsive element, 
incrementando il livello di transattivazione rispetto alla condizione in assenza di trattamento 
(figura 7). 
Valutando i risultati dell’analisi del potenziale di transattivazione di p53-MDM2 in risposta alle 
frazioni di saponine riportata in figura 8, dove è rappresentato il rapporto tra la transattivazione di 
p53-MDM2 e quella di p53, si può asserire che le frazioni sembrano comportarsi in modo simile a 
Nutlin interferendo con l’interazione p53-MDM2. La maggior parte dei trattamenti, delineati dalla 
linea rossa, determina infatti un effetto paragonabile e in alcuni casi anche maggiore rispetto a 
quello esercitato dalla molecola di riferimento Nutlin. Solo la frazione 6 mostra un 
comportamento differente, causando un calo ulteriore della transattivazione di p53 rispetto alla 
condizione in assenza di trattamento. É interessante notare che il trattamento della frazione 6, in 
combinazione con mitomicina C o doxorubicina, produce un marcato incremento dell’attività 
trascrizionale di p53, quando co-espressa con MDM2, rispetto al trattamento con la frazione 6 e i 






































FIGURA 7: valori medi di transattivazione di p53-wt e p53 co-espressa con MDM2 normalizzati sul livello basale di 
espressione del vettore vuoto e riferiti al DMSO. p53-wt e p53 co-espressa con MDM2  sono state testate in presenza 
della molecola artificiale Nutlin (8 µM). La transattivazione di p53-wt e p53 co-espressa con MDM2 è stata indotta 




FIGURA 8: rapporto tra la transattivazione di p53-MDM2 e la transattivazione di p53 in presenza delle frazioni di 
saponine (F3, F6, F7, F9, F11, F12 50 µg/ml), usando come molecola di riferimento Nutlin (8 µM). La linea rossa 



































FIGURA 9: rapporto tra la transattivazione di p53-MDM2 e la transattivazione di p53 in presenza della frazione 6 (F6 














































Per accertare la specificità del sistema le sostanze utilizzate sono state testate sull’attività di NF-
kB, co-trasformando il ceppo di lievito yLFM-M2 pdr5::cyc::REN con il vettore di espressione pTSG-
p65, contenente il cDNA di NF-kB, e il vettore vuoto di controllo pRS315. 
→ Frazioni di saponine e saponine singole 
I dati riportati in figura 10a e in figura 10b dimostrano la specificità del saggio funzionale. Non 
sono osservati effetti significativi sulla transattivazione del fattore NF-kB da parte di nessuna delle 
sostanze, ad eccezione della doxorubicina, unica a svolgere un’azione inibitoria sull’attività del 




FIGURA 10a: valori medi di transattivazione di NF-kB normalizzati sul livello basale di espressione del vettore vuoto e 
riferiti al DMSO. NF-kB è stato testato in presenza delle frazioni di saponine (F3, F6, F7, F9, F11, F12 50 µg/ml) e i 
farmaci antitumorali mitomicina C (MMC 25  µg/ml) e doxorubicina (DOXO 3 µM). La transattivazione di NF-kB è stata 
indotta usando galattosio concentrato 0.032%, come indicato. Le barre rappresentano la media±E.S. di tre replicati di 



























FIGURA 10b: valori medi di transattivazione di NF-kB normalizzati sul livello basale di espressione del vettore vuoto e 
riferiti al DMSO. NF-kB è stato testato in presenza delle saponine (ASTRA I, ASTRA III, ASTRA VI, CD 50 µg/ml) e i 
farmaci antitumorali mitomicina C (MMC 25  µg/ml) e doxorubicina (DOXO 3 µM). La transattivazione di NF-kB è stata 
indotta usando galattosio concentrato 0.032%, come indicato. Le barre rappresentano la media±E.S. di tre replicati di 


































                                                                              4.Conclusioni 
È noto che mutazioni a carico della proteina p53 o del circuito da essa regolato sono deleterie per 
la salute della cellula e correlano con circa il 50% dei tumori [32], perciò la ricerca di nuove 
sostanze, che possano interagire direttamente con p53 o con altri membri del suo circuito 
regolatorio, modificandone il potenziale di transattivazione, risulta cruciale al fine di migliorare 
l’efficacia delle terapie già esistenti. In particolare negli ultimi anni è emersa la capacità di 
metaboliti secondari naturali, noti come saponine, nel prevenire la crescita e la diffusione di 
cellule cancerose, influenzando l’attività di p53 [56]. In questo lavoro di tesi è stato condotto uno 
studio preliminare nel sistema modello Saccharomyces cerevisiae utilizzando un saggio funzionale 
di luciferasi, al fine di verificare un effetto sul potenziale di transattivazione di p53 da parte di una 
specifica classe di saponine, le Astraverrucine, singole o combinate in frazioni e saggiate sia da sole 
sia in combinazione con i farmaci anti-tumorali mitomicina C e doxorubicina. È stata condotta, 
inoltre, un’analisi in Western Blot per verificare se le medesime sostanze influenzano la sintesi di 
p53. 
Dall’analisi dei risultati ottenuti col saggio è emerso che le sostanze esaminate esplicano sempre 
un significativo effetto inibitorio sul potenziale di transattivazione di p53 quando testate 
singolarmente.  Dal momento che nessuna delle saponine influenza la sintesi della proteina, come 
dimostrato dall’analisi in Western Blot, è possibile che le sostanze siano in grado di interagire con 
p53 così da favorirne l’avvio alla degradazione oppure impedirne il trasporto nucleare, mostrando, 
in questo ultimo caso un comportamento simile alla molecola di riferimento PFTα. È stato 
dimostrato, infatti, che PFTα è in grado di legarsi specificamente a p53 e inibirne il trasporto nel 
nucleo [80,81]. In presenza dei farmaci antitumorali gli effetti sul potenziale di transattivazione di 
p53 si diversificano a seconda delle sostanze utilizzate. Sia la mitomicina C sia la doxorubicina 
svolgono un’azione significativamente inibitoria sull’attività di p53, causando un marcato calo 
della transattivazione. Dal momento che in sistemi cellulari superiori la somministrazione di 
mitomicina C, agente alchilante il DNA, e doxorubicina, agente intercalante il DNA, correla con l’ 
aumento dell’attività di p53 e l’attivazione del suo network regolatorio, i dati ottenuti in questa 
analisi sembrerebbero contrastare quanto osservato finora negli studi precedenti [82,83,84]. In 
realtà bisogna tenere conto che questo lavoro è stato svolto in un sistema cellulare 
fisiologicamente privo del pathway regolatorio tipico di p53, per cui entrambi i farmaci devono 
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essere considerati come molecole chimiche esogene, che agiscono al di fuori del loro tipico 
contesto e in grado di interagire sia con p53 sia con altre molecole, come le saponine.  
Dal momento che nessuno dei due chemioterapici causa variazioni nell’espressione di p53, in 
mancanza di effetti citotossici (tutti i valori di transattivazione, infatti, sono normalizzati per la 
crescita cellulare), la diminuzione della transattivazione della proteina, osservata in presenza dei 
farmaci, può essere attribuita alla loro interazione con p53, con conseguente destabilizzazione o 
mancato trasporto nucleare della stessa.  
Quando le varie sostanze vengono usate in combinazione con i farmaci, la maggior parte di esse 
non esercita nessun effetto significativo sulla transattivazione di p53, ad eccezione delle frazioni 3, 
6 e 12 e delle saponine astraverrucina III e VI. In particolare le frazioni sembrerebbero esercitare 
un effetto “protettivo” causando un ripristino significativo dell’attività di p53 in risposta all’azione 
dei farmaci, mentre le saponine singole contribuiscono ad aumentare l’azione inibitoria esercitata 
sulla transattivazione della proteina da parte dei due farmaci. Si ritiene che le componenti 
chimiche delle frazioni interagiscano con le molecole di mitomicina C e doxorubicina, liberando 
p53 dal loro legame e permettendone la stabilizzazione o il trasporto nucleare, mentre 
astraverrucina III e VI, incapaci di interagire con i farmaci, sequestrino a loro volta p53 
impedendone il legame al responsive element. È interessante notare che le astraverrucine 
esplicano attività differenti a seconda che siano combinate nelle frazioni o siano usate 
singolarmente, come astraverrucina III contenuta sia nella frazione 6 sia nella frazione 12. È 
probabile che astraverrucina III all’interno delle frazioni crei legami e interazioni con le altre 
saponine presenti così da assumere una conformazione differente rispetto a quella tipica e agire 
con modalità diverse. È stato dimostrato, infatti, che l’azione delle catene di zucchero, dei gruppi 
aldeidici e dei residui di acile recanti l’aglicone presenti nelle saponine varia in base all’intero 
contesto strutturale in cui si vengono a trovare e che tutta la giustapposizione dei gruppi 
funzionali idrofilici ed idrofobici è essenziale nel determinare il tipo di attività svolta [50]. Perciò si 
può asserire che i composti singoli non giustificano l’azione delle frazioni, che devono essere 
considerate come sostanze a sé stanti. 
Poiché mutazioni iperattivanti la proteina regolatrice di p53, MDM2, possono favorire l’insorgenza 
di svariati tipi di cancro è nota l’importanza di ricercare molecole che possano inibire l’interazione 
p53-MDM2 al fine di ripristinare la funzione di p53 e uccidere selettivamente le cellule tumorali 
[39]. A questo proposito, utilizzando il medesimo saggio, si è voluta testare la capacità, da parte 
delle frazioni di saponine, di bloccare il legame tra p53 e MDM2 e ripristinare la transattivazione di 
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p53. Per lo svolgimento dell’analisi è stata presa come riferimento la molecola artificiale Nutlin, in 
grado di legare MDM2 e liberare p53, ripristinandone la funzione [40]. L’esame dei risultati ha 
mostrato che tutte le frazioni, con effetti più o meno accentuati, si comportano in modo simile alla 
molecola Nutlin, ad eccezione della frazione 6, che determina un ulteriore calo della 
transattivazione di p53. 
È probabile che le componenti chimiche di tutte le frazioni, eccetto la frazione 6, presentino una 
maggiore affinità di legame a MDM2 rispetto a p53, per cui in presenza di entrambe le proteine si 
associano preferibilmente a MDM2 determinandone il distacco da p53, che torna libera di legarsi 
al proprio responsive element. Al contrario la frazione 6, più affine a p53, si comporterebbe come 
quando usata singolarmente. Senza rompere il legame tra le due proteine, la frazione 
interagirebbe con le proteine p53 rimaste libere dal legame con MDM2, così da destabilizzarle o 
bloccarne il trasporto nucleare, diminuendo ulteriormente i livelli di transattivazione. È stato 
interessante notare che tale comportamento da parte della frazione viene perso quando usata in 
combinazione con mitomicina C o doxorubicina. In particolare, in presenza dei due farmaci, si 
assiste a un ripresa dell’attività di p53 in modo simile al trattamento effettuato con la molecola 
Nutlin. Si può pensare che la frazione 6 interagendo con i farmaci assuma una conformazione tale 
da poter interagire con MDM2 e rompere il legame della proteina con p53 oppure che i farmaci 
associandosi alla frazione liberino le proteine p53, non legate a MDM2, con cui la frazione 
interagiva e che sono sufficienti a determinare un incremento della transattivazione.  
Le saponine sono, quindi, composti in grado di interagire in maniera differente con più fattori di 
trascrizione, espressi in tessuti e contesti differenti, mostrando una specificità variabile a seconda 
della loro composizione e dell’ambiente in cui si vengono a trovare. Esperimenti condotti in questo 
laboratorio utilizzando il medesimo saggio funzionale hanno dimostrato che le medesime sostanze 
sono in grado di influire significativamente e in modo differente sulla transattivazione di fattori 
trascrizionali cardiaci, come HAND1 ed E47. Si è testata, quindi, la specificità del sistema 
funzionale, saggiando l’effetto delle medesime sostanze sulla transattivazione di NF-kB, in quanto 
si tratta di un fattore di trascrizione anti-apoptotico e perciò con attività opposta a quella di p53, e 
perché è stato dimostrato che alcuni tipi di saponine triterpenoidi sono in grado di legarsi ad esso 
influenzandone l’azione [54]. Dall’analisi dei dati ottenuti è risultato che le frazioni di saponine e le 
saponine singole da noi utilizzate non esercitano nessun tipo di effetto sulla transattivazione di NF-
kB, provando la specificità del sistema.  
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Dal momento che la classe di saponine saggiate ha mostrato di possedere capacità differenti e 
svariate di influire sul potenziale di transattivazione di p53, espressa da sola o co-espressa con 
MDM2, sia quando usate singolarmente sia in combinazione con i farmaci antitumorali, si può 
concludere che lo studio preliminare condotto ha posto delle basi solide per approfondire la 
ricerca in sistemi cellulari superiori, con la possibilità soprattutto di chiarire il meccanismo 
attraverso cui le frazioni di astraverrucine si comportano in maniera Nutlin-simile nei confronti del 
network di p53. Il presente studio conferma, inoltre, la validità del saggio funzionale in lievito 
come saggio di pre-screening per valutare l’impatto di piccole molecole su p53 e altri fattori di 
trascrizione. A questo proposito, è auspicabile ampliare l’analisi ad altre classi di metaboliti 
secondari. Studi recenti hanno, infatti, confermato la capacità di alcuni xantoni  di interferire con il 
sistema inibitorio p53-MDM2 in linee cellulari umane dopo aver dimostrato tale attività nel saggio 
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